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Summary
Alternative methods for toxicity testing
Were studied the alternative methods for toxicity testing of 
chemicals and mixtures. Replacement, reduction and refi ne-
ment of animal testing alternatives are considered scientifi c 
principles “3R” required in order to protect animals used 
for experimental purposes. Implementation in vitro research 
is refl ected in the activities of regulatory authorities.
Keywords: alternative methods, toxicity, chemicals, in 
vitro
Резюме
Альтернативные методы тестирования токсич-
ности
Были изучены альтернативные методы тестирования 
токсичности веществ / химических смесей. Замена, вос-
становление и совершенствование являются научными 
принципами в целях защиты животных, используемых 
для экспериментальных целей. Внедрение исследований 
in vitro отражается в деятельности регулирующих 
органов.
Ключевые слова: альтернативные методы, токсич-
ность, химические вещества, in vitro
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Introducere
Pentru a preveni toxicitatea, iritarea și coroziu-
nea, precum și alţi indicatori, testarea tradiţională a 
substanţelor și amestecurilor chimice, a produselor 
de larg consum a implicat utilizarea animalelor. As-
tăzi însă, oamenii de știinţă au elaborat și au validat 
metode de alternativă, care să conducă spre utiliza-
rea produselor mai sigure pentru sănătatea umană 
decât testarea pe animale. Metodele de alternativă 
de testare sunt elaborate și implementate pentru a 
evita sacrificarea animalelor.
O preocupare majoră cu privire la utilizarea 
animalelor de laborator pentru studiile de toxicitate 
și de alte efecte asupra sănătăţii a condus spre ade-
rarea la principiul ”3R” (Replacement, Reduction and 
Refinement, ceea ce înseamnă înlocuire, reducere și 
perfecţionare) de utilizare a animalelor în dezvoltarea 
metodelor de alternativă de testare, definit de către 
savanţii William Russell și Rex Burch în Principiile 
tehnice ale experimentelor umane (1959). Ca urmare, 
au fost elaborate metode noi, pentru a înlocui uti-
lizarea animalelor cu modele ne-animale, a reduce 
numărul de animale într-un test și a perfecţiona 
procedurile de testare, în scopul cruţării animalelor 
luate în studiu. Directiva 2010/63/UE privind protec-
ţia animalelor utilizate în scopuri știinţifice (publicată 
la 20 octombrie 2010) include o referire explicită la 
principiul ”3R”.
Conform Laboratorului Uniunii Europene de 
Referinţă în Metodele de Alternativă de Testare, 
termenul “de alternativă” este asociat în general cu 
principiile ”3R”. În acest context, o metodă de alter-
nativă constă în înlocuirea pe deplin a unui test pe 
animale. Metodele de testare de alternativă sunt 
bazate fie pe sisteme in vitro sau in silico, in situ sau 
pe modele computerizate.
Așadar, metodele de alternativă de testare a 
toxicităţii sunt dezvoltate și implementate pentru 
a evita utilizarea animalelor. Există un consens că 
reducerea numărului de animale și perfecţionarea 
metodelor de testare în scopul reducerii suferinţei 
ar trebui să fie obiective importante pentru indus-
triile implicate [3]. În acest sens, ţările care fac parte 
din Cooperarea Internaţională privind Metodele de 
Alternativă de Testare (ICATM), la 27 aprilie 2009 
au semnat un memorandum de cooperare, care ar 
putea reduce numărul de animale necesare pentru 
testarea siguranţei produselor de larg consum la 
nivel mondial (vezi schema) [4].
Cooperarea Internaţională privind Metodele de Alter-
nativă de Testare
Scopul lucrării de faţă constă în studierea și 
identificarea metodelor de alternativă de testare 
a toxicităţii, precum și implementarea acestora în 
cercetările autohtone.
Materiale și metode
A fost utilizată metoda de analiză a surselor 
bibliografice, cu selectarea bibliografiei la tema 
dată, evidenţierea experienţei ţărilor și organismelor 
internaţionale în domeniul cercetării substanţelor și 
amestecurilor chimice utilizând metode de alternati-
vă de testare a efectelor toxice asupra sănătăţii.  
Rezultate și discuţii
Înlocuind testele efectuate pe animale nu 
înseamnă că populaţia umană este expusă unui 
risc. Însă dezvoltarea metodelor noi întotdeauna 
întâmpină obstacole birocratice în implementarea 
acestora. 
Alternativele de bază pentru testarea pe anima-
le in vivo sunt tehnicile de cultură celulară in vitro și 
in silico – simularea pe calculator [5].
Termenul in vitro (“în sticlă”) se referă la tehnica 
de realizare a unui experiment într-un tub de testare, 
sau, în general, într-un mediu controlat, în afara unui 
organism viu. În instituţiile știinţifice, metodele in 
vitro se bazează pe utilizarea de celule sau ţesuturi 
care sunt cultivate în condiţii controlate, în butelii și 
plăci. Celulele / ţesuturile sunt expuse la substanţe 
chimice și este măsurat efectul lor toxic. Culturile de 
celule sunt folosite tot mai des, deoarece acestea 
sunt capabile să anticipeze posibilele efecte asupra 
oamenilor. Metodele de testare in vitro utilizează 
ţesuturi (reconstituite), celule întregi sau părţi de ce-
lule, denumite culturi celulare provenite din ingineria 
tisulară. Aceste combinaţii in vitro permit o analiză 
cuprinzătoare a impactului unui produs chimic la 
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nivel molecular și pot determina căile potenţiale de 
toxicitate, care pot duce la efecte negative asupra 
sănătăţii [6]. 
De curând, testele in vitro pentru evaluarea 
toxicităţii xenobioticilor sunt luate în considerare de 
instituţiile guvernamentale cheie (de exemplu, insti-
tuţiile de sănătate publică, agenţiile pentru protecţia 
mediului etc.) în scopul evaluării riscurilor umane.
Unii toxicologi cred că metodele de testare in 
vitro pot fi mult mai utile și cost-eficiente decât stu-
diile de toxicitate pe animale vii (care sunt denumite 
in vivo). Din cauza constrângerilor de reglementare și 
din consideraţii etice, căutarea de alternative la tes-
tarea pe animale a câștigat un nou impuls. În multe 
cazuri, testele in vitro sunt mai bune decât testele 
pe animale, deoarece acestea pot fi folosite pentru 
a dezvolta produse mai sigure [10].
Expresia in silico semnifică “efectuate pe cal-
culator sau prin simulare pe calculator”. Sintagma a 
fost inventată în anul 1989 ca o analogie la expresiile 
latine in vivo și in vitro, care sunt frecvent utilizate și 
se referă la experimentele efectuate pe organismele 
vii și, respectiv, în afara organismelor vii. Abordările 
bazate pe computer (denumite adesea și metode 
in silico) devin din ce în ce mai răspândite și pot fi 
utilizate în mod eficient pentru a prezice toxicitatea 
unei substanţe chimice reieșind din proprietăţile ei 
de bază.
Un șir de metode in vitro de testare a toxicităţii 
se folosesc pentru analiza citotoxicităţii. În acest 
scop, au fost elaborate aproape 50 de metode de 
alternativă diferite, strategii de testare validate și/
sau acceptate de către autorităţile internaţionale de 
reglementare. Iată câteva exemple:
y EPISKIN ™, EpiDerm ™ și SkinEthic, fiecare com-
pus din piele artificială umană, pot salva iepuri/
cobai în fiecare an de la testele dureroase de 
coroziune și iritare a pielii.
y Opacitatea corneei la bovine, Testul de permea-
bilitate și Izolarea ochiului la pui pot utiliza ochii 
de la animale sacrificate din industria cărnii în 
loc de iepuri vii, pentru a detecta produsele 
chimice care dispun de proprietăţi de iritare 
asupra membranelor mucoase ale ochilor. 
y Testul redus pe ganglioni limfatici pentru apreci-
erea sensibilizării pielii face posibilă reducerea 
utilizării animalelor cu până la 75%, comparativ 
cu testele tradiţionale pe cobai și rozătoare.
y Testele pe sânge de bovină și embrionii de găină 
reprezintă metode de alternativă de testare 
a proprietăţilor alergice și a efectelor nefaste 
asupra sănătăţii condiţionate de utilizarea pro-
duselor cosmetice, ceea ce va reduce cobaii în 
experiment.
În acest context, Directiva privind produsele 
cosmetice prevede cadrul de reglementare pentru 
eliminarea treptată a testării pe animale a produselor 
cosmetice. Aceasta stabilește interdicţii împotriva 
testării produselor finite și ingredientelor utilizate 
la producerea cosmeticelor pe animale (interzice-
rea testării) și interzicerea plasării pe piaţa Uniunii 
Europene a produselor finite și a ingredientelor 
cosmetice care au fost testate pe animale (inter-
dicţie de introducere pe piaţă). Aceleași prevederi 
sunt incluse și în Regulamentul Uniunii Europene 
1223/2009 privind produsele cosmetice, care înlo-
cuiește Directiva privind produsele cosmetice din 
data de 11 iulie 2013 [7].
În 2007 a intrat în vigoare legislaţia Uniunii Eu-
ropene privind înregistrarea, evaluarea, autorizarea 
și restricţionarea substanţelor chimice (REACH EC 
1907/2006). Scopul REACH este de a proteja sănă-
tatea umană și mediul, prin identificarea timpurie a 
proprietăţilor toxice ale substanţelor chimice. Aceas-
ta promovează utilizarea unor metode de alternativă 
pentru testarea pe animale prin articolul 25.1, care 
spune:  „pentru a evita testarea pe animale, testele 
pe animale vertebrate, în sensul prezentului regu-
lament, se efectuează numai în ultimă instanţă. De 
asemenea, este necesar să se ia măsuri de limitare a 
duplicării altor teste”.
Odată cu adoptarea REACH, Comisia Europeană 
a publicat metodele standardizate și acceptate pen-
tru testarea proprietăţilor periculoase ale substanţe-
lor chimice. Acestea au fost scrise în Regulamentul 
privind metodele de testare [9]. 
Studiile pe persoane voluntare de asemenea 
reprezintă o alternativă la metodele de testare pe 
animale. Progresele rapide tehnologice au permis 
dezvoltarea unor proceduri de înregistrare, care 
pot fi folosite pentru a studia în siguranţă voluntarii 
umani. Tehnologia de studiere a iritaţiei / coroziunii 
pielii persoanelor umane le permite cercetătorilor 
să înţeleagă efectele toxice prin compararea cu vo-
luntarii sănătoși [10].
În ultimii 10 ani, în Republica Moldova, toxico-
logia a progresat rapid, transformându-se dintr-o 
disciplină descriptivă în una capabilă să explice 
impactul efectelor toxice asupra sănătăţii publice. 
Cunoașterea mecanismelor prin care se produc 
efectele toxice este importantă, deoarece permite 
identificarea cauzei toxicităţii, contribuie la preve-
nirea toxicităţii prin metode chimice sau biologice, 
precum și crearea unei baze de date privind toxici-
tatea in vivo/in vitro [15].
Metodele de alternativă de testare a toxicităţii 
se regăsesc și pe agenda de activitate a Laborato-
rului Toxicologie Experimentală din cadrul Centrului 
Naţional de Sănătate Publică din Republica Moldo-
va, unde se organizează testări experimentale pe 
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modele biologice, utilizând metode contemporane 
preluate din ghidurile OECD (Organizaţia pentru 
Dezvoltare și Cooperare Economică), aprobate în 
modul stabilit prin ordinul Ministerului Sănătăţii nr. 
189 din 13.03.2014 Cu privire la aprobarea pentru 
utilizare pe teritoriul Republicii Moldova a metodelor 
de testări toxicologice din domeniul supravegherii de 
stat a sănătăþii publice. În laboratorul nominalizat, 
cu excepţia testelor la toxicitate acută, subacută 
efectuate in vivo, se utilizează metode de alternativă 
de studiere a toxicităţii produselor și articolelor de 
larg consum in vitro, și anume: determinarea DL50 și 
a proprietăţilor de sensibilizare pe cultura celulară, 
determinarea indicatorului de toxicitate a produselor 
pe cultură. Este implementată metoda de evaluare 
a toxicităţii acute și subcronice pe cultura celulară 
Tetrahymena Pyriformis, care este o metodă in vitro 
destul de progresistă, oferind un coeficient de cu-
mulare și clasa de pericol a extractelor de substanţe 
chimice pentru sănătatea umană, precum și metoda 
de determinare a indicatorului de toxicitate pe ma-
terial semincer de bovine. 
Astfel, în anul 2014 au fost supuse cercetărilor 
toxicologice pe Tetrahymena Pyriformis 7 probe și 
84 investigaţii, iar în anul 2015 – 25 probe și 300 
investigaţii. Concomitent, se atestă o creștere con-
siderabilă a numărului absolut al cercetărilor privind 
indicatorul de toxicitate al produselor alcătuite din 
mase plastice, hârtie, textile etc. – de la 10 mostre în 
anul 2014 la 265 mostre în 2015.
Conform domeniului de acreditare (Certificatul 
de Acreditare nr. LÎ–044 din 10.09.2015), sunt orga-
nizate încercări de laborator in vitro, iar rezultatele 
cercetărilor toxicologice sunt descrise într-un raport 
bine structurat și recunoscut în ţările unde se utili-
zează metode simetrice. Procedurile de testare pe 
modele de alternativă sunt descrise în indicaţiile 
metodice aprobate [11, 12, 13].   
Datele statistice arată că, în anul 2014, în la-
borator erau cercetate anual 737 probe, pe când în 
anul 2015 numărul probelor cercetate a constituit 
1229 ori cu 59% mai multe, comparativ cu 2014. 
Evaluarea datelor privind cercetările toxicologice ale 
produselor cosmetice, chimice de menaj, materiale-
lor polimerice etc. a demonstrat că numărul probelor 
investigate este într-o continuă creștere, constituind 
13 probe în anul 2000, faţă de 737 în 2014, și 1229 
în 2015, iar numărul de investigaţii a sporit de la 150 
la 4420. În Laboratorul Toxicologie Experimentală au 
fost implementate 7 metode [14].   
Concluzii
Astfel, a fost dovedit faptul că metodele de 
alternativă de testare a toxicităţii prezintă un interes 
deosebit pentru sistemul de sănătate publică din 
Republica Moldova. Prin testele de toxicitate in vitro 
se realizează o analiză știinţifică a efectelor substan-
ţelor chimice toxice asupra celulelor de mamifere. 
Metodele de testare sunt folosite pentru a identifica 
substanţele chimice potenţial periculoase și/sau 
pentru a confirma absenţa anumitor proprietăţi 
toxice în stadiile incipiente ale dezvoltării unor noi 
substanţe utile, cum ar fi medicamente, produse de 
uz fitosanitar și fertilizanţi, aditivi alimentari.
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